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摘 要 
目的：探讨脊髓损伤（Spinal Cord Injury, SCI）后运用坏死性凋亡抑制
剂 Nce-1（Necrostatin-1）是否对于脊髓损伤后的内质网应激 (ERS)有减轻作
用，进一步补充 Nec-1 对于脊髓损伤的保护作用机制。为脊髓损伤后的治疗提供
新的思路及治疗方向。 
方法：采用 60 只雄性，SPF 级 SD 大鼠，体重 0.25 到 0.30 kg 之间。将这
些大鼠随机分为 4 组：假手术组（Sham 组，I 组）、假手术+ Necrostatin-1 治
疗组（sham+Nec-1 组，II 组）、 SCI+ Necrostatin-1 治疗组(SCI+Nec-1 组，III
组）、SCI+局部注射 DMSO 组（SCI 组，Ⅳ组）。各组又分为伤后 6h、12h 和 24h
三个亚组，6 小时组 3 只大鼠，12 小时组 6 只大鼠，24 小时组 6 只大鼠。 
采用改良的 Allen 法制作大鼠脊髓损伤模型。Sham 组不作任何处理，
sham+Nec-1组造模前 30分钟硬膜下局部注射2ul Nec-1（25μg/μl），SCI+Nec-1
组造模前 30 分钟局部注射 2ul Nec-1（25μg/μl），SCI 组相同时间点注射等量
的 DMSO。各手术组大鼠术后注射 50000U 青霉素预防感染。按照亚组时间点取组
织。采用 rt-qPCR 技术检测 ERS 相关的 CHOP mRNA、 GRP78 mRNA 表达水平，采
用反转录 PCR 检测 ERS 相关的 XBP1 mRNA 表达含量。采用蛋白印记（WB）技术
检测 ERS 相关 CHOP、GRP78 和 XBP1 蛋白表达含量。采用免疫荧光（IF）技术对
蛋白印记检测蛋白进行定位。采用电子显微镜（EM）技术观察脊髓损伤后的内质
网及线粒体超微结构变化。 
结果：PCR 结果显示： ERS 相关 CHOP mRNA、 GRP78 mRNA、XBP1 mRNA 在
6h 和 12h 的表达水平 SCI+Nec-1 组和 SCI 组比较，SCI+Nec-1 组表达明显下降
（P＜0.05），而 sham 组和 sham+Nec-1 组表达无差异,且均低水平表达。WB 结果
显示：三个 ERS 相关蛋白在损伤后 12h 和 24h 在 SCI+Nec-1 组蛋白表达水平明
显比 SCI 组低（P＜0.05），而 sham 组和 sham+Nec-1 组表达无差异,且均低水平
表达。IF 结果显示，WB 所检测的三个蛋白均在神经元细胞质中高表达。EM 结果
显示在 SCI+Nec-1 组和 SCI 组均有不同程度的内质网超微结构变化，但在 SCI 组
内质网严重液泡样变，内质网肿胀呈球形，内质网表面核糖体大量脱落，内质网
膜轮廓不清晰。而 SCI+Nec-1 组内质网仅部分肿胀，内质网膜轮廓清晰，核糖
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体少量脱落。且线粒体在 SCI+Nec-1 组和 SCI 组均有不同程度的损伤，但在 SCI
组线粒体严重空泡样变，线粒体内脊消失，双层膜结构破裂。而 SCI+Nec-1 组
线粒体仅部分内脊消失，线粒体轮廓清晰，双层膜结构未见明显破裂。 
结论：脊髓损伤后应用坏死性凋亡抑制剂 Necrostatin-1 可以减轻脊髓损伤
后内质网应激，减轻内质网和线粒体超微结构损伤。为脊髓损伤的治疗提供新的
方向。 
关键词：脊髓损伤，坏死性凋亡抑制剂，坏死性凋亡，内质网应激，CHOP,  XBP1， 
GRP78 
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Abstract 
Objective: To investigated whether necroptosis inhibitor Nce-1（Necrostatin-1）
could mitigate Endoplasmic reticulum stress (ERS) after SCI and further explain the 
protective effect mechanism of Nec-1 after SCI. The research provide new measures 
for the treatment of SCI. 
Methods: Healthy Clean male 60 S-D rats weighing 0.25-0.30kg were 
randomized equally into four groups: the sham (  group, Ⅰ Sham group, n=15), 
sham+Nec-1 treatment group (  group,Ⅱ  Sham+Nec-1 group, n=15), SCI + Nec-1 
treatment group (  group, SCI+Ⅲ Nec-1 group, n=15), SCI+Dimethyl Sulfoxide 
treatment goup (Ⅳgroup, SCI group, n=15). Each group was divided three subgroups: 
6h、12h and 24h after SCI. And there are 3 S-D rats in subgroup of 6h and 6 S-D rats 
in subgroup of 12h and 24h.    
Allen’s method was used to make rat acute spinal cord injury model. Nec-1 will 
be made into 25μg/μl solution; sham group (  group) without any treatment,Ⅰ  Ⅱ and 
 groupⅢ  injected 2ul Nec-1 using a micro-syringe at 30 minute before SCI, Ⅳgroup 
injected the same amount of DMSO solution in the same time after injury. Giving 
penicillin to prevent infection, 50,000U, rehydration when necessary. Postoperative 
bladder massage twice daily to help them urination until their micturition reflex 
restored. We used Real time fluorescent quantitative PCR and Reverse transcription 
PCR for detection of ERS related gene. Western blot (WB) and Immunofluorescence 
（IF）were used to detect ERS related protein expression level and location. Electron 
microscope was used to observation ultrastructure changes of endoplasmic reticulum 
and mitochondria. 
Results: The result of PCR show that ERS related gene CHOP mRNA, GRP78 
mRNA and XBP1 mRNA expression level in SCI+Nec-1 group is significant lower 
than in SCI group（P＜0.05）. But there are no significant between sham and 
sham+Nec-1goup. The research of WB find that three ERS related protein expression 
level in SCI group is higher than in SCI+Nec-1 group（P＜0.05）, but no significant 
between sham and sham+Nec-1goup. While IF confirm that almost all ERS related 
protein is expression in nerve cell cytoplasm. The EM study show that administrate of 
Nec-1 could mitigate ultrastructure damage of endoplasmic reticulum and 
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mitochondria after spinal cord injury. 
Conclusions: Necrostatin-1 could reduce endoplasmic reticulum stress related 
gene and protein expression level after acute spinal cord injury and it ease 
ultrastructure damage of endoplasmic reticulum and mitochondria after SCI. 
Inhibition of necroptosis after SCI provide a new strategy for the prevention and 
treatment of acute SCI. 
 
Keywords: Spinal cord injury, Necrotatin-1, Necroptosis, Endoplasmic Reticulum 
Stress,  CHOP,  XBP1, GRP78 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
 V 
 
                                
目 录 
中文摘要 ................................................ Ⅰ 
英文摘要 ................................................ Ⅲ 
第一章 前言 .............................................. 1 
第二章 材料与方法 ........................................ 4 
 2.1 实验动物 .................................................... 4 
 2.2 主要仪器设备 ................................................ 4 
 2.3 主要试剂 .................................................... 5 
 2.4 主要实验方法与资料收集 ...................................... 6 
  2.4.1 大鼠急性脊髓损伤模型建立 ................................ 6 
  2.4.2 实验方法 ................................................ 8 
  2.4.3 统计学处理 ............................. 错误！未定义书签。 
第三章 结果 ............................. 错误！未定义书签。 
 3.1 脊髓损伤后内质网应激相关基因表达水平 ................... 20 
 3.2 脊髓损伤后内质网及线粒体超微机构的变化 ................. 22 
 3.3 脊髓损伤后内质网相关蛋白表达水平及其定位 ............... 24 
讨论 .................................................... 28 
结论 .................................................... 31 
参考文献 ................................................ 32 
综述 .................................................... 36 
致谢 .................................................... 44 
 
 
 
 
 
 
 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
 VI 
 
Table of Contents 
Abstract in Chinese………………………….…………………………………Ⅰ 
Abstract in English………………………………….…………………………Ⅲ 
Chapter 1 Introduction………………………………………………………1 
Chapter 2 Materials and Method…………………………………….….……4 
2.1Animals………………..……………………….….………………...……..……4 
2.2 Major instrument……………………………………...……..………………...4 
2.3 Major Reagents………………………………………………………………...5 
2.4 Method…………………………………………………………………............6 
2.4.1 Modeling……………………….…………………………………..….……6 
2.4.2 Experimental method….……………………………………………....……8 
2.4.3 Data analysis.………………………………………………….......….……19 
Chapter 3 Rresult……………………………………..………….……..….……19 
3.1 Endoplasmic reticulum stress related gene expression level after SCI……20 
3.2 Ultrastructure changes of mitochondrial in endoplasmic reticulum..….…22 
3.3 Endoplasmic reticulum stress related proteins expression level and location 
after SCI………………………. …………………………….……………………24 
Discuss …..………………………...………………………………………….……28 
Conclusion…………………………………………………………………………31 
Reference……………………………………………………………………..……32 
Reviewe………………………………………………………………….…………36 
Acknowledgement………………………………….……….……….…….….…44 
 
 
 
 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
 1 
 
前言 
随着社会的发展，急性脊髓损伤病例日常生活中，工作中日益增多，世界卫
生组织 2013 年 12 月发布的一份报告显示，全球每年发生急性 SCI 的患者数约为
50 万。脊髓损伤给患者本身及社会造成了极大的身体、心理及经济负担。而现
阶段对于脊髓损伤的治疗并没有很有效的措施，目前的治疗只能起到解除脊髓压
迫、稳定脊柱不稳定因素，而不能有效的改善神经症状。而神经细胞为不可再生
细胞，因此对于脊髓损伤后神经元细胞的保护、抑制神经元细胞的死亡显得更为
重要。目前许多研究证实了脊髓损伤后神经细胞的坏死及凋亡对 SCI 后的组织修
复及神经功能恢复有着重要影响。 
 近年来对凋亡的分子机制研究表明，半胱氨酸天冬氨酸特异性蛋白酶
(Caspase)家族的某些成员参与了细胞凋亡的功能和信号传递。Degterev[1]在研究
凋亡过程中，发现一种死亡受体介导细胞死亡，这种死亡方式不能被可调控的凋
亡途径抑制剂所抑制，因此Degterev将这一种全新的细胞死亡方式，命名为坏死
性凋亡(necroptosis)。目前大部分学者公认的坏死性凋亡定义为: 与细胞坏死一样
的形态学特征(如细胞膜完整性的破坏，细胞器肿胀及细胞体积膨大等)，但是其
细胞死亡的方式是可调控性的非caspase 依赖的细胞死亡，话句话说，其可以在
caspase 抑制剂存在的条件下，依然可以发生的细胞死亡方式。不断增加的证据
表明:抑制或激活该细胞死亡方式对机体的内环境的稳定、生长发育及多种疾病
的发生发展密切相关[2]。 目前对于坏死性凋亡的研究主要集中于缺血再灌注损
伤、移植免疫、神经系统退行性疾病及某些病毒感染性疾病模型当中[3-5]。 
研 究 显 示 坏 死 性 凋 亡 涉 及 多 条 信 号 通 路 ， 其 中 TNFR/RIPK
（tumour necrosis factor receptor /receptor interacting protein kinase）介导的信号通
路在坏死性凋亡研究中最为广泛。 RIPK相关信号通路的诱导主要由3部分组[6-11]: 
首先，TNFα与TNF-R1结合并发生聚化反应，为TRADD(TNFα相关死亡受体蛋
白)和RIP1（受体相互作用蛋白1）激酶提供结合位点并与之结合形成膜相关复合
物Ⅰ。随后，膜复合物Ⅰ的E3位点催化RIPK1后和TAK1-TAB2(transforming 
growth factor β -activated kinase1-TAK1 binding protein 2) 复合物及携带有
NEMO(NF-kappa-B essential modulator)调节亚基的IKK(IκB kinase) 结合，随后
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IKKα及 IKKβ的活化引起 IκB发生磷酸化，导致NFκB(nuclear factor 
NF-kappa-B)的释放及MAPK( mitogen-activated protein kinase) 的活化。此时在复
合物Ⅰ内发生内吞，TRADD 及RIP1 与复合物Ⅰ分离，同时FADD(fas-associated 
deathdomain protein)，caspase-8及RIPK3激酶与复合物Ⅰ结合，形成复合物Ⅱ。
最后，凋亡的触发。在复合物Ⅱ中，如果caspase-8被活化，则RIPK1 和RIPK3 通
过一系列的反应发生裂解，触发凋亡的发生，相反，如果caspase-8活性被阻遏，
RIPK1 和RIPK3 不能发生裂解反应，信号则继续向下游传导，则可诱导坏死性
凋亡的发生。因此，RIPK1、RIPK3和caspase-8就像是传统细胞凋亡及程序性坏
死（坏死性凋亡）的中转枢纽。且研究证实，Nec-1，一种坏死性凋亡的小分子
抑制剂也是通过阻断RIPK的信号传导通路，阻止坏死性凋亡的进程发生［9,12］。 
大量研究显示，坏死性凋亡的阻遏与激活与神经系统疾病的发生、发展、预
后等紧密相关。XU等［13］的研究表明，Nec-1在小鼠HT-22细胞中，通过几种蛋白
的相互作用来保护细胞免受损伤，但具体机制尚未阐明。此外，Nec-1在中风、
震颤麻痹等神经系统疾病中也具有重要的作用。又有研究［14］发现，在人的神经
母细胞瘤细胞中，使用铝及Nec-1 干预后，减少了坏死表型的细胞数量，同时也
降低了细胞坏死率。之后研究［15］了一些神经系统疾病(如脑损伤、震颤麻痹、阿
尔茨海默病等)，发现Nec-1与二磷酸腺苷核糖多聚酶( PARP)之间具有相互作用，
而另一方面谷氨酸诱导的坏死性凋亡能够完全被PARP 特异性抑制剂PJ34阻遏，
换句话说，在谷氨酸介导的坏死性凋亡中，PARP 具有非常重要的作用。这些研
究表明坏死性凋亡是脊髓疾病中神经元细胞功能丧失的主要机制之一。Y. WANG 
在大鼠SCI的模型研究中发现，使用Nec-1能够增强神经元细胞的保护作用[16]，其
研究还发现Nec-1减轻脊髓损伤后线粒体功能障碍，减轻线粒体肿胀[17]。但目前
对细胞坏死性凋亡在SCI中的确切作用机制仍不明确。 
而研究证实，内质网应激是脊髓损伤后的重要病理变化，它和神经细胞死亡
及神经功能的缺失有着密切的联系[18]。脊髓损伤后的内质网应激表现为大量错误
折叠蛋白及未折叠蛋白在内质网内蓄积，而这些蓄积的异常蛋白进一步损伤内质
网的功能。最后内质网表面核糖体肿胀脱落。未折叠蛋白蓄积引起内质网出现未
折叠蛋白反应（UPR），进一步激活PKR样内质网激酶（PERK），肌醇需酶1（IRE1）
和转录激活因子6（ATF6）三条内质网相关通路途径[19]。在非ERS状态，免疫球
蛋白结合蛋白（BiP/GRP78）结合ERS分子可以保持这些途径的非激活状态。活
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性的肌醇需要酶1α（IRE1α）将26个碱基从X盒结合蛋白-1（XBP-1）mRNA上
切除，将XBP-1 mRNA变成两种：一种正常状态下也存在的未剪接的XBP-1u 
mRNA和内质网应激状态下存在的剪接型的XBP-1s mRNA，而XBP-1s mRNA的
翻译产物进一步促进XBP1本身及GRP78的表达上调，进一步促进ERS的发展
[19]。发生ERS的细胞能调节内质网相关性促凋亡分子如CHOP和caspase-12等和
促存活分子如GADD34和BiP等的表达/活化，最终决定细胞是适应还是凋亡。而
BiP/GRP78, XBP-1和CHOP通常作为内质网应激的标志[20]。 
本课题通过制造大鼠急性脊髓损伤模型，坏死性凋亡特异性抑制剂 Nec-1
对脊髓损伤的大鼠进行干预，观察大鼠 SCI 后神经元细胞内质网应激的相关蛋
白、基因表达水平、定位及内质网、线粒体超微结构变化，探讨坏死性凋亡和内
质网应激之间的关系，进一步补充说明 Nec-1 对于脊髓损伤的保护作用机制。 
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材料与方法 
2.1 实验动物 
本课题选用健康清洁 SD 大鼠 60 只，雄性，体重 0.25-0.30 kg。购自厦门大
学实验动物中心，许可证号 SCXK（闽）2013-0001。动物分组采用随机数字表
法，设置为假手术组（仅掀开椎板，不损伤脊髓，I 组，Sham 组，n=15）、假手
术+ Nec-1 组（II 组，Sham+ Nec-1 组，n=15）、 SCI+ Nec-1（III 组，Nec-1 组，
n=15）、SCI+二甲基亚砜(DMSO)（Ⅳ组，DMSO 组，n=15）。各组又分为伤后 6 
h、12 h、24 h 三个亚组, 6 小时 3 只，12 和 24 小时各 6 只。 
 
2.2 主要仪器设备 
动物实验台 厦门大博颖精医疗器械公司 
显微外科手术器械 广州鹏达医疗器械公司 
台式蒸汽压力灭菌锅 以色列 Tuttnauer 公司 
常规外科手术器械 上海金钟医疗器械公司 
冰箱 BCD-216 型 青岛海尔股份有限公司 
脊髓打击仪 美国 W.M.Keck 
医用无菌可吸收明胶海绵 金陵药业股份有限公司 
病理组织包埋机 常州市中威电子仪器有限公司 
SXB-1B 手术显微镜 上海医用光学仪器厂 
Image Pro Plus 6.0 美国 Media Cybernetics 公司 
冰冻切片机 德国 leica 
微量注射器 上海科晓科学仪器有限公司 
荧光显微镜 日本尼康公司 
恒温培养箱 上海科晓科学仪器有限公司 
微量移液器 德国 EPPENDOF，THERMO 型 
低温超速离心机 德国 Hettich 公司, UNIVERSAL-30RF
型  
温控摇床 New Brunswich USA 
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电泳仪 DYY-6C 型 北京市六一仪器厂 
蛋白质垂直电泳仪 北京百晶生物 
半干转电转槽 北京市六一仪器厂 DYCP-40C 
电子天平 上海精宏设备有限公司 
恒温水槽 DKB-501A 型 上海精宏设备有限公司 
凝胶成像系统 日本尼康公司 
超低温冰箱 VXE380 法国 Joudan 公司 
罗氏 480PCR 瑞士罗氏公司 
电镜切片机 日本电子株式会社 
电子显微镜 日本电子株式会社 
RNA 浓度测定仪 瑞士罗氏公司 
 
2.3 主要试剂 
Nec-1  美国 Enzo 公司 
DEPC 水 厦门奥洋生物科技有限公司 
8%硫化钠溶液 四川西陇化工有限公司 
乙醚 四川西陇化工有限公司 
注射用青霉素钠粉针剂 西南药业制药公司 
4%多聚甲醛（PFA）磷酸缓冲液 厦门奥洋生物科技有限公司 
0．9%氯化钠注射液 厦门大学附属东南医院制剂科 
二甲基亚砜（DMSO） 成都市科龙化工试剂厂 
50%戊二醛 北京索莱宝科技有限公司 
无水乙醇 成都市科龙化工试剂厂 
trizol 大连宝生物工程有限公司 
低分子量蛋白 Marker 武汉华美生物工程公司 
RIPA（动物细胞总蛋白抽提试剂） 上海碧云天生物公司，P0013B 
广谱蛋白酶抑制剂 上海碧云天生物公司 
广谱磷酸酶抑制剂 上海碧云天生物公司 
PMSF 上海碧云天生物公司 
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柠檬酸抗原修复液 (pH6.0) 成都市科龙化工试剂厂 
防脱片剂：0.1%多聚赖氨酸 北京中杉金桥生物技术有限公司 
磷酸盐缓冲液(PBS)  福州迈新生物技术有限公司 
中性树胶 上海标本模型厂 
逆转录试剂盒 大连宝生物工程有限公司 
实时荧光定量 PCR 试剂盒 大连宝生物工程有限公司 
反转录试剂盒 大连宝生物工程有限公司 
引物 大连宝生物工程有限公司 
DNA 纯化回收试剂盒 大连宝生物工程有限公司 
Pst Ⅰ内切酶 上海生工生物工程股份有限公司  
BCA 蛋白定量试剂盒 上海碧云天生物公司，P0012A 
一抗 英国 abcam 
二抗 英国 abcam 
荧光二抗 英国 abcam 
DAPI 英国 abcam 
ECL 增强型化学发光底物检测试剂盒 Santacrzu，SC-2048 
丽春红染色试剂 南京凯基，KGP105 
PVDF 膜(0.45um) Millipore,IPVH00010 
预染蛋白 Marker(10~117KD) Thermo，26616 
封闭液Ⅱ（脱脂奶粉，pH7.5） BD，232100 
抗体稀释液 上海碧云天生物公司，C1230 
TBST(pH8.0,10x) 上海碧云天生物公司，B1009 
10X 电转移缓冲液 上海碧云天生物公司，B1006 
10X 电泳缓冲液 上海碧云天生物公司，B1005 
SDS-PAGE 上样缓冲液 上海碧云天生物公司，B1007 
显影粉定影粉 天津市世纪奥博商贸有限公司 
 
2.4 主要实验方法与资料收集  
2.4.1 大鼠急性脊髓损伤模型建立 
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2.4.1.1改良Allen法制作急性脊髓损伤模型。 
麻醉大鼠采用腹腔注射10%水合氯醛，按0.0025ml/kg体重计算，俯卧位四肢
固定于操作台上，术区使用8%硫化钠溶液脱毛。常规消毒、铺巾后暴露手术视
野，造模过程严格无菌操作，体表定位大鼠背部最高处即为T10棘突或肩胛骨中
间最凸起的棘突为T2，取背部正中约3cm长切口，以T10为中心依次切开皮肤、
皮下组织，暴露棘突后钝性剥离双侧椎旁肌肉，分离清晰后向脊柱两侧牵开(图
1)，充分暴露并咬除 T9-T11 棘突和椎板，暴露约5mm长的脊髓(图2)，假手术组
到此即可止血缝合。脊髓损伤组，使用脊髓打击仪打击脊髓。将明胶海绵贴于表
面彻底止血。最后,依次缝合肌肉、皮下组织及皮肤。当大鼠尾巴出现痉挛性摆
动，双下肢呈迟缓性瘫痪并出现回缩样扑动时即表明造模成功。为减少实验操作
性误差，在严格控制实验条件的基础上，由同一专业技术人员完成所有脊髓损伤
模型的建立。 
 
图 1 切开皮肤及皮下组织，图 2 咬除棘突、椎板，暴露脊髓（箭头示）。 
 
sham+Nec-1治疗组及SCI+Nec-1治疗组造模前30分钟硬膜下局部注射药物，
而SCI组相同时间点注射等量的DMSO。术后24小时内给予保暖，腹腔注射
50000U青霉素钠预防感染避免术后死亡。 
 
 2.4.1.2 术后护理 
成功造模后，单笼饲养大鼠以便观察，尽量维持室内恒定温度和湿度，保持
实验室空气流通及笼中垫料干燥，术后应确保饲料、饮水均置于大鼠可触及区域。
严密观察并记录大鼠全身、饮食、大小便情况。人工按摩辅助排尿排便，大鼠尿
道口在人工膀胱按摩排尿后使用碘伏棉球擦拭进行消毒。术后立即肌肉注射青霉
素 50000 单位，以预防感染。 
图 1 图 2 
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